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R ESU M E N  
Los precursores neurales (NPs) o células madre neurales, son células indiferenciadas de 
las que derivan los distintos linajes neuronales. En el presente proyecto hemos investigado la vía 
de señalización nuclear NRG1/ErbB4 en estas células multipotentes. Nuestros datos indican que 
este receptor señaliza a través de su dominio intracelular (E4ICD). Además describimos por 
primera vez que PARP1, una proteína nuclear encargada de la reparación del ADN, es parte 
implicada en esta señalización mediante la formación de un complejo con ErbB4. Esta 
interacción E4ICD-PARP1 sucede a nivel nuclear y resulta determinante en la represión 
transcripcional que provoca ErbB4 en genes gliales. Asímismo hemos caracterizado la unión del 
E4ICD con otra proteina: Kif23 y hemos estudiado su expresión en cultivos neuronales y en la 
corteza de ratones. 
 
 
 
A BST R A C T 
??????? ??????????? ?????? ??? ?neural stem cells?? ???? ????????????????? ?????? ?????? ??????
generate glia and neurons. In this project we have investigated the NRG1/ErbB4 nuclear 
signaling pathway in these multipotent cells. Our data indicate that this receptor transmits the 
signal through its intracellular domain (E4ICD).  In addition we report for the first time, that 
PARP1, a nuclear protein responsible for DNA repair, is a key factor involved in this signaling 
by forming a complex with ErbB4. This E4ICD-PARP1 interaction occurs at the nuclear level 
and it is fundamental in the ErbB4-mediated transcriptional repression of glial genes. We have 
also characterized the binding of another protein: Kif23 and studied their expression in neuronal 
cultures and cortex of mice. 
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IN T R O DU C C I O N 
 
O rigen y Desar rollo del Sistema Nervioso Central de Vertebrados.  
 
La característica que mejor define el Sistema Nervioso Central (SNC), es su compleja 
organización jerárquica (4). Esta elaboración, estructural y funcional, posibilita la existencia y el 
mantenimiento de acciones como integración, procesado, almacenamiento de la información y 
ejecución de diferentes respuestas biológicas.  El SNC está compuesto fundamentalmente por 
dos grandes tipos celulares: neuronas y glía, cuya diversificación y especialización define gran 
parte de la complejidad estructural del SNC (48, 109). Por ejemplo, los diferentes tipos 
neuronales se pueden clasificar en base a su morfología, contenido de neurotransmisores, 
expresión de proteínas funcionales, tipos de sinapsis y comportamiento de disparo (65, 71). Las 
células gliales, a su vez, se subdividen en diferentes tipos con distintas funciones: glía radial, 
astrocitos (el tipo celular más abundante en el cerebro de mamíferos), oligodendrocitos, 
ependimocitos y microglía (4). 
 
 Durante el desarrollo, la primera evidencia del SNC es la placa neural. Este primordio, se 
origina en vertebrados a partir del ectodermo del embrión. Está formada por una única capa de 
células neuroepiteliales que se someten a una rápida división simétrica mediante la cual se 
generan dos células hijas con un mismo destino celular (12). De este modo, se genera la glía 
radial (RG) o células madre neurales. La RG da lugar a la mayor parte de las neuronas del SNC 
así como a los dos tipos principales de células macrogliales: astrocitos y oligodendrocitos (50). 
Este mecanismo da lugar a la expansión de la placa y a la generación del tubo neural. Después de 
la transición a RG, algunas células progenitoras comienzan a dividirse asimétricamente 
generando más RG y células que migran fuera del dominio apical de los progenitores y 
comienzan la diferenciación neuronal; primero la formación de las neuronas y más tarde los 
astrocitos y oligodendrocitos. Las células madre RG persisten como el tipo de progenitor 
principal durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso central y postnatal. 
 
Concretamente en ratón, el nacimiento de las primeras neuronas del SNC se inicia en los 
días de gestación, entre el día 9 y 10 (E9-E10) del desarrollo embrionario; anunciando una 
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transición importante en el desarrollo de las células progenitoras neurales del cerebro. 
Coincidiendo con la adquisición del potencial neurogénico, los progenitores adquieren la 
identidad de RG y comienzan a expresar marcadores gliales tales como GLAST (transportador 
de glutamato-aspartato) y BLBP (proteína de unión a lípidos del cerebro). 
 
En el prosencéfalo, los linajes celulares que producen las neuronas son más complejos, 
con la aparición un nuevo tipo de células entre células madre y células post-mitóticas. Estas 
células intermedias se llaman progenitores basales o adven-ventriculares (BPS). Se generan en el 
telencéfalo en desarrollo por división asimétrica de las células madre de la RG (36, 70, 79).  
 
En el telencéfalo dorsal, que da lugar a la corteza cerebral se generaran dos grandes clases 
de neuronas, las neuronas piramidales o de proyección (excitatorias) y las interneuronas o 
neuronas de circuito local (inhibitorias) (Esquema 1) (85). La corteza se desarrolla a través de 
una serie de procesos histogénicos que comienzan con la producción de neuronas de proyección 
en el epitelio pseudoestratificado que tapiza el margen de los ventrículos laterales (23, 106). En 
el ratón, las neuronas de proyección nacen en el epitelio ventricular o zona ventricular (ZV)/ 
subventricular (ZSV), entre los días E11 y E17 del desarrollo embrionario (107). Al inicio de la 
neurogénesis, las células progenitoras (RG en su mayoría) se dividen simétricamente dando lugar 
a dos células hijas. A medida que el desarrollo cortical continúa, los progenitores empiezan a 
dividirse asimétricamente, produciendo una neurona y una célula progenitora por cada ciclo de 
división (12). Así, la diferenciación celular a neuronas es inversamente proporcional a la 
abundancia relativa de los progenitores y de este modo, hacia el final de la corticogénesis, la 
mayoría de los progenitores neurales se han diferenciado en neuronas (5). Tras una última 
división final asimétrica, la RG neurogénica se desplaza hacia la corteza y se transforma en 
astrocitos (79).  
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Esquema 1. Localización espacial y migración de neuronas de proyección (migración 
radial) y de interneuronas (migración tangencial). Migración radial desde la zona ventricular 
a la zona subventricular de neuronas de proyección (a). Migración tangencial hacia la zona 
subventricular de interneuronas (b) donde contactan con neuronas de proyección multipolares 
(c). Migración radial de ambas células (d). Localización fial en la corteza donde comparten la 
misma posición lamimar dentro de la corteza (e). (5). 
 
El desarrollo cortical progresa con sucesivos frentes de migración que posiciona a las 
neuronas dentro de las diferentes capas de la placa cortical (PC), de dentro hacia fuera, entre el 
momento en el que nacen y la lámina de la corteza en la que se establecen (1). De este modo, las 
primeras generaciones neuronales forman las capas profundas (V-VI) mientras que las últimas se 
localizan en las capas periféricas (II-III) (63). En contra a este sistema de organización, la capa I 
está constituida por astrocitos (células que se diferencian algo más tarde en el desarrollo) y por 
las células de Cajal-Retzius que sintetizan y secretan altas cantidades de reelina, una proteína de 
la matriz extracelular (ECM) que guía el patrón de estratificación cortical (35). Sin embargo, 
muy pocas neuronas migran directamente hacia la PC después de las fases sucesivas de 
migración neurogénica (Esquema 2).  
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Esquema 2. Neurogénesis y migración durante el desar rollo de la corteza. Esquema 
mostrando algunas de las capas embrionarias corticales transitorias donde tienen lugar las 
divisiones neurogénicas asimétricas y las fases de la migración neuronal. La RG 
neurogénica (verde, R) se divide asimétricamente para renovar su población y generar 
neuronas (células rojas, primera generación y células grises, segunda generación) en la 
zona ventricular (ZV). Las divisiones neurogénicas terminales ocurren en la zona 
subventricular (ZSV). Además, se muestran las 4 fases de migración neuronal: (1) 
migración radial inicial, (2) detención en la ZSV, (3) migración retrógrada y (4) 
migración radial secundaria (79). 
 
Se han identificado dos clases de migración en el prosencefalo en función de su 
orientación: migración radial, en la que las células migran desde la zona progenitora hacia la 
superficie cerebral siguiendo la disposición radial del tubo neural y una migración tangencial, en 
la cual las células migran de manera ortogonal a la dirección de la migración radial (63). 
 
La migración radial se utiliza para la construcción de las estructuras laminadas del SNC 
tales como la corteza cerebral y el cerebelo asi como la médula espinal, el estriado y el tálamo. 
Alrededor de un 80%-90% de todas las neuronas corticales surgen de las zonas proliferativas del 
telencéfalo dorsal y migran radialmente para ocupar su lugar en la corteza. Durante la formación 
del embrión, mientras que se ensancha la pared cortical, un sistema de fibras de glia radial 
aparece a lo largo del plano radial. Cada célula de la glia radial tiene su cuerpo celular (soma) en 
la zona ventricular y elabora prolongaciones que se espanden mas allá de la pared del tubo neural 
y alcanza la superficie pial, donde se enganchan a la membrana basal. 
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Aunque la migración de tipo radial es utilizada por la mayor parte de las neuronas 
corticales, existe una subpoblación de neuronas que se mueve de manera tangencial al  plano del 
sistema de fibras gliales. Entre estas células encontramos a la mayoria de las interneuronas 
GABAérgicas y a algunos oligodendrocitos corticales. Las dos grandes rutas identificadas van 
desde la eminencia ganglionar medial (MGE) hasta la neocorteza y el hipocampo y la otra va 
desde la eminencia ganglionar lateral (LGE) hasta el bulbo olfatorio (50, 63). Esta migración 
persiste en el adulto como la corriente migratoria rostral. 
 
Neurogénesis 
 
 El comienzo de la neurogenésis y la transición a RG  coincide con el comienzo de la 
señalización mediada por Notch en el telencéfalo dorsal (Esquema 3; (64)). No se conoce con 
exactitud que es lo que inicia la señalización mediada por Notch en la corteza, aunque la 
inducción de su principial ligando Delta-like 1 (Dll1) coincide con la aparición de proteínas 
proneurales como Neurogenina 2 (Ngn2) y Ascl1, que son los principales reguladores 
transcripcionales que gobiernan la neurogénesis a través de su regulación directa sobre Dll1 (11).  
 
 
 
Esquema 3. Vía de señalización de Notch. Los genes proneurales Mash1 y Ngn2 inducen la 
expresión de los ligandos de Notch, tales como Dll1, activando la señalización mediada por 
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Notch en las células vecinas. Tras la activación, el NICD es desprendido de la región 
transmembrana y transloca al núcleo, donde forma complejo con RBPj e induce la expresión de 
Hes1 y Hes5 que a su vez reprimen la expresión de genes proneurales. (45).  
 
La familia de receptores del Factor de crecimiento epidérmico (EGF) y sus ligandos 
constituyen otra vía implicadas en la neurogénesis (Esquema 4). En concreto, la Neuregulina 1 
(NRG1) es expresada durante el desarrollo cortical y a través de sus receptores ErbB2 y ErbB4 
establece la identidad de la RG impidiendo su diferenciación a astrocitos (93, 98). Se ha sugerido 
que ErbB2 es una diana potencial de la vía de Notch, con lo que podría intervenir en el desarrollo 
de la RG mediado por esta vía (98).  
 
Por otro lado, la expresión constitutiva de la forma activa del receptor de factores de 
crecimiento de fibroblastos Fgfr2, también proporciona la adquisición temprana de la identidad 
de la RG (120). La señalización mediada por FGF es necesaria para atenuar la progresión de la 
RG hacia BPs (47). Los ligandos de FGF promueven la proliferación de progenitores corticales e 
inhiben la neurogénesis mediante la regulación de la duración del ciclo celular. En particular, la 
duración de la fase G1 del ciclo se incrementa notablemente durante el progreso de la 
neurogénesis en el cerebro de mamíferos. El ciclo celular es también mas largo en aquellos 
progenitores bajo divisiones neurogénicas. FGF2 mantienen la proliferación de los progenitores 
al comienzo de la neurogénesis (84) controlando la duración de sus divisiones. FGF2 induce la 
expresión de la ciclina D2 y reprime la expresión del inhibidor  de la ciclina dependiente de 
kinasa (cdk) p27(kip1) acortando de este modo la fase G1 del ciclo y disminuyendo la 
proporción de divisiones neurogénicas (56). Otro mitógeno importante para los progenitores 
neuronales es el factor de crecimiento del tipo insulina-1 (IGF-1), el cual promueve la división 
neural de los progenitores mediante la inducción de ciclina D1 y ciclina D3 mientras que de 
manera simultanea reduce la expresión de inhibidores de cdk p27(kip1) y p57(kip2) (59). Una 
molécula relacionada, IGF-2 es secretada al fluido cortico-espinal por el plexo coroideo 
proporcionando una señal mitogénica para las células progenitoras corticales que recubren la 
cavidad ventricular. 
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Otro regulador importante de la producción neuronal en la corteza en desarrollo es Wnt, 
implicado en promover la proliferación y el mantenimimiento de los progenitores (15, 58, 118, 
122). Los efectos de Wnt en el desarrollo de la corteza son complejos y múltiples. Wnt se ha 
relacionado con la transición de la RG a BPs mediante la regulación de N-myc y del gen 
proneural Ngn1 (39, 51, 115). Otros trabajos sugieren su participación en la diferenciación 
neuronal de los BPs (73).  
 
 Finalmente, otra vía importante es la de la proteína morfogenética del hueso (BMP) que 
promueve la neurogénesis al comienzo del desarrollo (54, 57) y posteriormente la bloquea 
promoviendo a su vez la generación de astrocitos (33, 74). 
 
Gliogénesis 
 
 Alrededor del dia E18 del desarrollo cortical del ratón ocurre otra gran transición. Los 
progenitores dejan de producir neuronas y aparecen los primeros astrocitos. Durante este 
proceso, la mayoría de los precursores pierden sus procesos radiales, abandonan su localización 
apical en el ventrículo y se mueven hacia arriba donde poco a poco adquieren una morfología 
multipolar, una morfologia astrocítica.  
 
A parte  de pequeñas poblaciones de RG que mantienen y conservan la capacidad para 
producir neuronas en regiones definidas a lo largo de la vida (es decir, la zona subventricular de 
los ventrículos laterales y el giro dentado del hipocampo), muy pocas neuronas se producen en el 
ratón o en la corteza cerebral de primates más allá de la transición neurogénica a astrogénica 
(50). Debido a esta transición relativamente brusca, el fin de la neurogénesis es cuidadosamente 
controlado para asegurar que todas las neuronas necesarias para la función del cerebro adulto 
nazcan antes de que comience la gliogénesis. 
 
 La señal astrocítica más importante es la perteneciente a la vía Jak/Stat. La señalización 
Jak/Stat es necesaria para la identidad de la RG aunque está activa en niveles relativamente bajos 
durante la neurogénesis (46).  
 
   Introducción 
 14 
Mientras que la actividad de la vía Jak/Stat  aumenta durante la transición neurogénesis-
gliogénesis (37), la señalización mediada por Notch experimenta un cambio dramático. Al 
principio de la corticogénesis, Notch promueve el estado progenitor de la RG, pero más tarde, la 
activación de Notch estimula la diferenciación de astrocitos y bloquea la diferenciación neuronal 
tanto in vitro como in vivo (13, 32). Ge y colaboradores demostraron que el dominio intracelular 
de Notch (NICD) y los factores de transcripcion de RBPj (también conocidos como CSL o 
CBF1) forman un complejo de activación de la transcripción en el promotor de G FAP (37). In 
vitro observaron como en los cultivos de precursores neuronales (NPs) mutantes para RBPj, la 
aparición de astrocitos se retrasaba. 
 
Por su parte, Namihira y colaboradores demostraron que la principal fuente de 
señalización de Notch durante la corticogénesis se da en neuronas jóvenes y BPS que expresan el 
ligando de Notch Dll1 (76). La señalización mediada por Notch en células progenitoras 
corticales activa directamente el Factor Nuclear IA (NFIA), un factor de transcripción que 
promueve la gliogénesis de la médula espinal (17, 76). Las acciones combinadas de Notch y 
NFIA causan la desmetilación del promotor de G FAP (y presumiblemente de otros genes 
astrocíticos) a través del desplazamiento de las enzimas ADN metiltransferasas, lo que hace que 
sea sensible a una activación adicional mediada por Jak/Stat y Notch (76). Las proteínas Hes, 
que son las principales dianas de actuación de Notch / RBPj en el SNC en desarrollo, interactúan 
físicamente con los factores Jak y Stat incrementando su actividad (46). Por tanto, las vías de 
Notch y de Jak/Stat convergen para proporcionar una señal astroglial fuerte.  
 
Al igual que Notch, la vía BMP también tiene diferentes efectos sobre la corticogénesis 
temprana y tardía. Al comienzo de la señalización BMP promueve la neurogénesis, mientras que 
al final de la expresión estimula el desarrollo astroglial. Al igual que hay una cooperación entre 
Notch y la via Jak/Stat, existe también una sinergia pro-astrocítica entre BMP y LIF (otro 
activador de la via de señalización Jak/Stat) mediada por la formación de un complejo entre 
Stat3, Smad1, y el coactivador p300, que juntos activan de una manera muy eficaz  el promotor 
de G FAP (75). Otro efecto importante de la señalización de BMP en el desarrollo cortical tardío 
es la inducción de los factores negativos ?hélice-bucle-helice? de la familia Id, que inhiben los 
factores de transcripción pro-neuronales Ngn1/2 y Ascl1 (74). 
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Otra vía de señalización que promueve la diferenciación glial tardía en el desarrollo, es la 
vía de FGF. In vitro, FGF2 es necesario para la activación de genes astrogliales  mediada por 
Jak/Stat (101), importante en la codependencia de multiples vías de señalización en la transición 
de neurogénesis a gliogénesis. In vivo, el ligando FGF más importante en este contexto es FGF9, 
inducido por el factor de transcripción Sip1 en las neuronas de la placa cortical y que a su vez 
señaliza retrogradamente a los progenitores de la zona ventricular para promover la 
diferenciación glial e inhibir la neurogénesis (99). Por lo tanto, cuando la tasa de neurogénesis 
alcanza su punto máximo, los niveles de CT-1, FGF9, BMP y ligandos de Notch de neuronas y 
precursores neuronales son amplificados. Este efecto cuantitativo, junto con la colaboración 
entre las vías, provoca en última instancia el cese repentino de la neurogénesis y el comienzo de 
la gliogénesis.  
 
De este modo, es la producción de neuronas lo que proporciona el mecanismo temporal 
necesario para indicar el final de la neurogénesis y pautar el comienzo de la gliogénesis. 
 
 
Esquema 4. Resumen de las vías moleculares que regulan el comienzo, progresión y final de 
la neurogénesis en la corteza cerebral del ratón dando así paso a la Astrogénesis. El 
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comienzo de la neurogénesis está asociado con la transformación de las células neuroepiteliales 
(A) en RG (C). Varias vías de señalización, incluyendo Dll1/Notch, Nrg1/ErB, and Fgf10/ Fgfr2 
realizan dicha transformación. La RG genera neuronas de manera directa (D) o mediante 
progenitores basales (E). El fin de la neurogénesis inicia la diferenciación de la RG hacia 
astrocitos (G). Varias vías de señalización actúan de manera conjunta para promover dicho 
cambio. (Jack/Stat, Notch, BMP, FGF) (64).  
 
Neuregulinas y Receptores E rbB: Una V ía de Señalización C lave en el Desar rollo del 
Cerebro 
  
 Como hemos mencionado anteriormente uno de las vías de señalización  mas importantes 
que controlan la división Stem es mediada por miembros de la familia  denominados ErbB o 
EGFR . Estos receptores poseen actividad tirosina quinasa (RTKs) es decir, poseen la capacidad 
de catalizar la transferencia de grupos fosfato ? de la molécula de ATP a aquellas tirosinas 
presentes tanto en los propios receptores (autofosforilación) como en determinadas proteínas 
susceptibles de ser fosforiladas por estos (transfosforilación) (41, 42). Estos receptores 
desempeñan un papel crucial en el control de procesos celulares básicos como proliferación, 
migración, metabolismo, diferenciación y supervivencia celular, así como en la regulación de la 
comunicación intercelular durante el proceso del desarrollo. Su estructura es análoga a todos los 
miembros de la superfamilia de RTK´s y en ellos se puede definir una serie de dominios: i) un 
dominio extracelular de unión al ligando que generalmente se encuentra glicosilado; ii) un 
dominio transmembrana y, iii) un dominio intracelular o citoplasmático que contiene un dominio 
tirosina quinasa, así como otras secuencias reguladoras que pueden ser susceptibles de auto o 
transfosforilación  (95, 97). 
 
-Mecanismo de activación de los R T K  
 
Una característica de los RTKs es que el ligando genera un cambio conformacional en el 
receptor que promueve su dimerización (97, 110). Esto permite que los extremos citosólicos de 
ambos receptores disparen el proceso de señalización intracelular. La autofosforilación del 
dominio citoplasmático de los RTKs es crucial en el mecanismo de activación de las diferentes 
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proteínas implicadas en la cascada de señalización dependiente de la activación de ese receptor 
específico (96). La fosforilación puede producirse no sólo en aquellas tirosinas situadas en el 
propio dominio quinasa del receptor, lo que incrementará la actividad tirosina quinasa intrínseca 
de la enzima, sino también en otras tirosinas intracelulares pero fuera del dominio quinasa. Estas 
últimas contribuyen a la conformación de lugares de unión de alta afinidad para multitud de 
proteínas, proteínas que posteriormente participarán en el proceso de señalización hacia el 
interior de la célula. Una vez que la proteína se une a una determinada fosfotirosina localizada en 
la porción citosólica del receptor, ésta puede ser a su vez fosforilada en una de sus tirosinas por 
el dominio quinasa del receptor y con ello ser activada. Las proteínas participantes en las 
cascadas de señalización intracelular suelen compartir determinados dominios muy conservados 
de unión a fosfotirosinas. Entre ellos, los más comunes son los dominios PTB (phosphotyrosine-
binding) y los dominios SH2 (Src homology region) (38, 49, 62). Éstos dominios, permiten a las 
proteínas de las que forman parte, tanto la unión al RTK activado como a otras proteínas 
intracelulares que hayan sido a su vez fosforiladas en algún residuo tirosina. Otros tipos de 
dominios son los SH3 que permiten a la proteína la posibilidad de interaccionar con dominios 
ricos en residuos prolina presentes en otras proteínas.  
 
 Una vez activados, estos receptores inducirán múltiples vías de señalización que a su vez 
resultarán en la expresión de genes implicados en el control de aquellos procesos celulares 
básicos en los que los RTKs desempeñan un papel clave. Algunas de las vías de RTK más 
estudiadas son la vía de Ras-MAPK y la vía de PI3K-AKT. 
 
-Receptores E rbB  
 
 Los genes de la familia ErbB reciben su nombre de una forma truncada del receptor del 
factor de crecimiento epitelial humano (EGFR o también nombrado ErbB1 y HER) encontrada a 
principios de los  años 80, codificada en la secuencia del virus aviar de la eritroblastosis (v-
ErbB) (18, 113). Desde entonces, se conocen cuatro miembros de la familia ErbB (ErbB 1-4) y 
se ha comenzado a estudiar las funciones biológicas de estos receptores y sus ligandos en las 
comunicaciones célula-célula. Los cuatro receptores comparten, en términos generales, una 
misma estructura formada por dos regiones ricas en cisteínas en su región extracelular y un 
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dominio quinasa seguido de una cola carboxilo terminal con dominios tirosina autofosforilables 
(119). (Esquema 5) 
  
 
 
 
Esquema 5. Receptores E rbB , ligandos, dímeros y vías de señalización corriente abajo. Los 
miembros del factor de crecimiento epidérmico (EGF) son ligandos para los receptores de ErbB. 
La unión induce la formación de formas homo-y heterodímericas del receptor y la activación del 
dominio quinasa intrínseca, lo que resulta en la fosforilación en residuos de tirosina específicos 
dentro de la cola citoplásmica. Estos residuos fosforilados sirven como sitios de interacción para 
un amplio número de proteínas cuyo reclutamiento conduce a la activación de vías de 
señalización intracelular. AR, anfiregulina, BTC, betacelulina, EPR, epirregulina, HB-EGF, EGF 
de unión a heparina; NRGS, neurregulinas; TGFa, factor de crecimiento transformante-?? (44). 
 
 Uno de los ligandos mas estudiados de los  receptores ErbB son las NRGs. Aunque no 
todos los tipos de ErbB interaccionan directamente con estos ligandos, en presencia de los 
correceptores adecuados, las NRGs regulan la fosforilación de los cuatro receptores ErbB 
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induciendo la homo o hetero dimerización de éstos. Concretamente, ErbB1 y ErbB2 no unen 
NRG (40), ErbB3 si lo hace pero es incapaz de ver accionada su actividad tirosina quinasa por 
este efector (34). Sin embargo, ErbB4 es el único capaz de unir NRG1 y desencadenar una 
respuesta de forma independiente al resto de los miembros de la familia (88). 
 
 Cuando los receptores ErbB se fosforilan, varias moléculas son reclutadas hacia sus 
residuos de tirosina fosforilados, permitiendo la activación intracelular de vías de señalización 
transduccionales como la vía Ras/MapK y la vía PI3K/Akt implicadas en proliferación, 
supervivencia celular y diferenciación (6).  
 
Neuregulinas 
 
Las NRGs1-4 conforman una familia de proteínas que interaccionan con los receptores 
ErbB (9). El primer miembro de esta familia, NRG1, fue aislado coetáneamente en varios 
laboratorios que reportaron diferentes nombres y actividades biológicas tales como i) factor de 
diferenciación neuronal soluble (NDF, también llamado Heuregulina) encontrándose que era 
capaz de fosforilar residuos de tirosina del receptor ErbB2/HER2 (40, 81, 117); ii) Este mismo 
factor fue también descrito como inductor de la actividad del receptor acetilcolina (ARIA), 
molécula que aumentaba la síntesis de receptores acetílcolina a nivel de la unión neuromuscular 
(22); iii) iguamente, la NRG1 fue descrita como factor de crecimiento glial (GGF) como 
mitógeno en células de Schawnn de pituitaria bovina (31, 61).  
 
Al poco tiempo se demostró que todos estos factores eran isoformas del mismo gen. 
Además de la NRG1, se identificaron tres genes más que codifican para NRGs en vertebrados 
(NRGs2-4), sin embargo, poco es lo que se conoce actualmente de estos tres últimos tipos de 
NRG (21).  
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NR G1 
 
En este trabajo centraremos la atención en NRG1. Es expresada principalmente en 
neuronas y en menor medida en glía así como en corazón, hígado, estómago, pulmón, riñón, 
bazo y piel. Su heterogeneidad de expresión se basa en la utilización de diversos promotores así 
como en su procesamiento o splicing (16). Existen seis tipos de NRG1 que pueden llegar a 
formar más de 15 isoformas diferentes nombradas en base a variaciones en su dominio N-
terminal (tipos del I al VI) y su secuencia yuxtamembrana extracelular (?/? y 1-4) (Figura 2). Un 
único exón codifica para el dominio transmembrana (TM), dominio presente en la mayor parte 
de isoformas, seguido de varios exones que pueden producir tres tipos diferentes de dominios 
intracelulares  (a, b y c) (Esquema 2) (103). 
 
 
 
 
 
Esquema 6. Isoformas de las NR G1. Esquema del gen humano de NRG1 mostrando la 
posición relativa de los diferentes exones conocidos (la distancia entre exones no representa una 
escala real) (103).  
 
Las que han sido mas ampliamente  caracterizadas mediante diferencias en sus dominios 
extracelulares son las NRGs tipo I-III (Esquema 3).  
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Esquema 7. Estructura de las NR G1 tipo I-I I I (100) 
 
La NRG1 tipo I tiene un dominio tipo inmunoglobulina (IgG) seguido de una zona rica 
??? ??????????????? ???????? ????? ??? ?????? ??? ???????? ??????????????? ??kringle??? ???????? ??? ???
dominio tipo IgG y la NRG1 tipo III, no tiene un dominio IgG sino un dominio rico en cisteínas 
(CRD). Más abajo de la región variable amino terminal las formas TM de las NRGs contienen lo 
siguiente: un dominio tipo EGF, con variantes de splicing en la región carboxilo-terminal que 
dan lugar a las isoformas ? y  ?; una región yuxtamembrana con sitios de corte de proteasas; un 
dominio TM y una larga cola citoplasmática. Las isoformas ? de los dominios tipo EGF son 
mayoritarias en el sistema nervioso mientras que las isoformas ? se encuentran 
fundamentalmente en el mesénquima (68). El dominio tipo EGF es suficiente en sí mismo para 
unirse a los receptores ErbB e inducir su dimerización. Hasta el momento, el criterio de 
clasificación de los ligandos tipo EGF no ha sido claramente definido. Sin embargo, la 
subfamilia de NRGs comparte una alta afinidad en dicho dominio, distinguiéndolas así de otros 
ligandos (9).  
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Patrón de expresión y papel biológico de la vía NR G1-E rbB  
 
La NRG1 y los receptores ErbB se expresan diferencialmente en la mayor parte de áreas 
del cerebro (30). El sistema nervioso tiene los mayores niveles de expresión de NRG1, donde es 
expresada principalmente por neuronas (16). Los astrocitos, las células de Schwann y los 
oligodendrocitos también tienen niveles de expresión de NRG1 aunque estos son más reducidos 
(27, 83). 
La señalización NRG1-ErbB regula interacciones celulares durante el desarrollo. Ésta vía 
de señalización es crítica para la comunicación entre neuronas y glía radial, astrocitos y células 
de Schwann. La NRG1 promueve la supervivencia, proliferación y diferenciación de las células 
de Schwann mielinizadas del sistema nervioso periférico  (PNS), principalmente a través de los 
receptores ErbB2 y ErbB3 (8, 100, 112).  Por su parte, en el sistema nervioso central se han 
descrito un amplio conjunto de papeles funcionales relacionados a la vía de señalización 
NRG1/ErbB, tales como la migración neuronal, guía axonal y funciones sinápticas (25, 55, 67, 
90). El laboratorio del Prof Corfas (90) mostró por primera vez que esta vía de señalización 
regulaba la formación de la glía radial en astrocitos así como la migración neuronal en el 
cerebelo. Posteriormente esto fue confirmado al observar que bloqueando la señalizacion de 
ErbB se inhibía la formación de la glía radial (3, 98).  
 
La letalidad embrionaria de los ratones mutantes de NRG1 y de ErbB ha dificultado su 
análisis in vivo en el sistema nervioso. Sin embargo, varios estudios ex vivo apoyan un posible 
papel de ambos genes en la diferenciación de oligodendrocitos y en mielinización (104, 111). 
Mediante el uso de ratones que sobre-expresaban el receptor dominante negativo de ErbB en 
oligodendrocitos, se confirmó cómo la pérdida de la vía de señalización NRG1-ErbB en dichas 
células provoca una alteración en la mielina (reducción del grosor y conductividad) y en el 
número de oligodendrocitos en el cerebro adulto. Así mismo se provocan daños en la función 
dopaminérgica, lo que finalmente provoca alteraciones de comportamiento que son compatibles 
con desordenes psiquiátricos (92). Además, se ha demostrado que mutantes en NRG1 tipo III 
heterocigotos están hipomielinizados (108). La identificación de NRG1 como un gen de 
susceptibilidad a padecer esquizofrenia en humanos (52, 102) ha renovado el interés suscitado 
por esta vía de señalización en el desarrollo del cerebro de mamíferos. 
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Receptor E rbB4: primer caso de señalización nuclear mediante un R T K  
 
 El receptor ErbB4, pese a ser el miembro más recientemente descrito de la familia de 
ErbBs (82) presenta una estructura y un mecanismo de acción que hacen de éste, un tipo especial 
de receptor tirosina quinasa. Es activado por NRGs, Betacelulinas (BTC) y por factores de 
crecimiento tipo EGF que unen heparina; siendo la NRG1 su principal ligando. Existen diversas 
isoformas generadas mediante un procesamiento o splicing del ARN mensajero, lo que sugiere 
diferencias funcionales de dicho receptor (10). 
 
 La  isoforma CYT-2 carece de 16 aminoácidos en la región citoplasmática que afecta al 
dominio de unión de la subunidad p85 de la PI3K. La originalmente descrita, que incluye el 
dominio de unión de PI3K, se denomina en este caso CYT-1. Ambas isoformas unen NRG1 y 
son capaces de fosforilar residuos tirosina quinasa tras la estimulación por ligando. Sin embargo, 
mientras que la isoforma CYT-1 activa la PI3K, la isoforma de CYT-2 es incapaz de hacerlo ya 
que carece del dominio de unión de PI3K. La expresión de ambas isoformas es dependiente de 
tejido. El corazón el pecho y la aorta abdominal expresan principalmente la CYT-1 mientras que 
el tejido nervioso y el riñón expresan CYT-2 preferentemente (19).  
 
 La secuenciación del ErbB4 humano (HER4) reveló la existencia de otra nueva isoforma. 
La isoforma conocida hasta ese momento constaba de 23 aminoácidos (JM-a) en la región 
yuxtamembrana extracelular y la nueva isoforma, de tan sólo 13 aminoácidos, se denominó JM-
b. Ambas se expresan en tejidos neurales sin embargo, en riñón sólo se expresa la isoforma JM-a 
y en el corazón sólo la JM-b. HER4 es fundamental en el desarrollo del corazón: ratones 
deficientes de HER4 mueren durante el desarrollo embrionario debido a la imposibilidad de 
formar la trabécula del miocardio (28). Esto sugiere que el receptor está implicado en el 
desarrollo y mantenimiento de una gran variedad de órganos y tipos celulares (20). Mediante 
ensayos de fosforilación de tirosinas se demostró que ambas isoformas eran activadas del mismo 
modo mediante NRG-?1 y BTC y en menor medida por NRG?1 y por factores de crecimiento 
tipo EGF que unen heparina. Sin embargo existía una diferencia funcional en respuesta a 
tratamientos con éster forbol resultando en una pérdida de unión a NRG-?1 y en la reducción de 
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todas las proteínas celulares asociadas a transfectantes JM-a pero no a transfectantes JM-b (20). 
Esto reveló que la región yuxtamembrana del receptor es susceptible al corte proteolítico. 
Posteriormente se demostró que la metaloproteasa TACE (También conocida como ADAM 17) 
era la encargada de realizar el corte del ectodominio de la isoforma del receptor JM-a tras la 
activación por NRG1 (89). El fragmento que queda asociado a la célula, que contiene los 
dominios transmembrana y citoplasmático, es posteriormente cortado por la presenilina/gamma 
secretasa, liberando el dominio intracelular del ErbB4 (E4ICD) al citosol (77). Finalmente el 
E4ICD se  transloca al núcleo siendo el receptor ErbB4 el primer receptor tirosina quinasa que 
señaliza directamente mediante su ICD. 
 
 El significado biológico del corte proteolítico de ErbB4 fue estudiado posteriormente en 
el laboratorio del Prof. Corfas. La señalización nuclear de ErbB4 inducida gracias a NRG1 y a la 
proteólisis mediada por TACE y presenilina regula la astrogénesis en el cerebro en desarrollo 
mediante la formación de un complejo compuesto por E4ICD y las proteínas Tab2 y N-CoR. 
Éste complejo se transloca al núcleo donde reprime la transcripción de genes gliales tales como 
GFAP (Proteína Fibrilar Acida de la Glía) y S100? (93). Aunque empezamos a entender la gran 
importancia biológica de esta vía de señalización nuclear en el cerebro así como la belleza 
mecanística de la activación de ErbB4,  quedan aún muchos interrogantes algunos de los cuales 
son objetivos y punto de partida de este proyecto. 
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OBJETIVOS  
 
Durante el desarrollo embrionario, existen diversas vías de señalización que intervienen 
en la determinación del destino neuronal a partir de los precursores neuronales indiferenciados 
(NPs). La integración de múltiples señales orquesta el encendido y apagado de estas vías 
posibilitando en último término que los distintos tipos celulares aparezcan en un orden 
secuencial apropiado.  
 
La especificación neuronal o glial es un modelo fascinante en el que múltiples vías de 
señalización, factores de transcripción y mecanismos epigenéticos juegan un papel determinante 
en el control fino de la maquinaria de elección del destino celular. En la presente Tesis Doctoral, 
he explorado la vía de NRG1-ErbB4 y sus implicaciones en la diferenciación de los NPs. Uno de 
los principales intereses radica en que este receptor tirosina quinasa es capaz de señalizar 
directamente al núcleo controlando la transcripción de genes astrocíticos. Para caracterizar en 
detalle los mecanismos mediante los que el receptor ErbB4 realiza la señalización nuclear en 
NPs estimulados con NRG1, hemos propuesto como objetivos concretos de este trabajo: 
 
1. Estudiar la multipotencia de los cultivos de NPs de telencéfalo de rata.  
 
2. Estudiar el mecanismo molecular de activación del ErbB4 por NRG1 en NPs. 
 
3. Analizar el complejo multiproteico asociado a E4ICD identificando con ello nuevas 
proteínas vinculadas a la ruta de señalización NRG1-ErbB4. 
 
4. Estudiar el papel de PARP1 en la represión transcripcional de genes gliales por E4ICD. 
 
5. Estudiar la expresión de Kif23 para explorar su papel en el complejo formado con el 
E4ICD. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Líneas celulares y transfección 
 
 Las células HEK293T (Human Embrionic Kidney 293T) se cultivaron a 37ºC y  CO2 al 
5% en medio DMEM-Glutamax (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 
100 U/mL de penicilina y ??????????de estreptomicina. Las células se sembraron en placas de 
cultivo de 6 pocillos con una densidad de 2x105 células por pocillo el día previo a la 
transfección. Para cada transfección, se incubaron separadamente durante 5 minutos a 
temperatura ambiente 1µg de ADN (en 0.5ml de medio Opti-MEM ?????????????? ?? ??? de 
Lipofectamina-2000 (Invitrogen 1µg/µl) preparada en 0.5ml de medio Opti-MEM.  
Transcurridos 5 minutos,  el DNA y la Lipofectamina se mezclaron e incubaron durante 20 
minutos más a temperatura ambiente para permitir la formación de los complejos DNA-
Lipofectamina. A continuación, la mezcla de reacción se agregó a cada pocillo con células al 
70% de confluencia y se incubó durante 3 horas (37ºC, CO2 al 5%). Después de este periodo se 
cambió el medio de transfección por medio de cultivo. Tras 24 horas, las células fueron lavadas 
con PBS frío y lisadas. 
 
Plásmidos 
 
 Los plásmidos usados en los ensayos de luciferasa: GFAP-luciferasa, y Timidina Quinasa 
(TK)-Renilla luciferasa fueron generosamente cedidos por el Dr. Michael Greenberg (Harvard 
Medical School). La proteína de fusión LexA-E4ICD (wt) fue generada mediante el clonaje del 
fragmento de ADN que codifica el dominio intracelular del ErbB4 (E4ICD, residuos 
aminoacídicos 676-1308) en el vector pcDNA3. Para la creación del derivado mutante LexA-
E4ICD kd (kinase-dead) se eliminó el dominio de unión de ATP mediante mutagénesis dirigida. 
 
Co-inmunoprecipitación y Western Blot 
 
 Las células fueron lavadas con PBS frío en hielo y lisadas en tampón de lisis (Tris 20mM 
pH 7.4, NaCl 150mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, Triton X-100 al 1%, pirofosfato sódico 2.5 
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mM, ortovanadato sódico 1mM y un preparado comercial de inhibidores de proteasas (Roche). 
Para la inmunoprecipitación, los lisados fueron preincubados con agarosa durante 30 minutos 
eliminando así interacciones inespecíficas. Tras este paso, el sobrenadante es inmunoprecipitado 
durante toda la noche a 4º C con un antisuero comercial conjugado a agarosa (Santa Cruz) que 
reconoce específicamente la proteína ErbB4. El inmuno-precipitado fue lavado cuatro veces con 
el tampón de lisis antes de ser resuspendido en tampón de carga y hervido durante dos minutos a 
95º C. Las muestras fueron separadas electroforéticamente en condiciones desnaturalizantes (gel 
SDS-PAGE al 7.5%) y transferidas finalmente a una membrana de PVDF (Millipore). Las 
membranas fueron incubadas durante la noche a 4ºC con el anticuerpo primario correspondiente 
para cada ensayo, preparado en leche al 3% en PBS. A continuación, se empleó un antisuero 
secundario apropiado conjugado a HRP (Jackson Immunoresearch) y se reveló mediante 
quimioluminiscencia (Western Lightning chemiluminescence reagent, Perkin Elmer Life 
Sciences). En aquellos casos en los que las muestras correspondan a fracciones citoplasmáticas 
de los NPs, la preparación fue realizada tal y como describe en (114). 
 
Cultivos primarios de precursores neuronales 
 
 Ratas Long-Evans preñadas (Charles River Laboratories) fueron tratadas según las 
directrices de comité de uso y cuidado animal del Children´s Hospital Boston. Los NPs fueron 
aislados como se describe en (7) a partir de telencéfalos de rata de 14 días (E14) y cultivados 
durante 5 días en medio DMEM-F12 GLUTAMAX (GIBCO) con FBS al 10%, 100 U/mL de 
penicilina y ???????????????????????????. El medio se complementó con bFGF (Peprotech) y 
N2 (GIBCO). Cuando fuese necesario, las células fueron tratadas con: Neuregulina1-?1 
recombinante humana 1nM (R & D Systems,); CNTF 0.3ng/ml (Millipore); 3-Aminobenzamida 
0.1ng/ml (3-ABA, Sigma);  PDGF 10ng/ml (Peprotech,) o en su defecto, se empleó una solución 
de BSA al 0.1% (Sigma) en PBS como control. 
 
Inmunoflorescencia 
 
 Las células fueron crecidas sobre vidrios y fijadas con 4% de paraformaldehído en PBS 
durante 10 minutos, permeabilizadas en  de Triton X-100 al 0.1% en PBS durante otros 10 
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minutos e incubadas con la solución de bloqueo (BSA al 5% en PBS) durante 30 minutos. Las 
células se incubaron con el anticuerpo primario en solución de bloqueo durante la noche a 4ºC. 
Los vidrios fueron lavados con PBS y la detección fue realizada mediante fluorescencia tras 
incubación durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario adecuado para 
cada caso (Jackson Inmuno Research). Los núcleos fueron teñidos con Hoechst 33342 1nM 
(Invitrogen). Los vidrios fuero lavados  tres veces durante 10 minutos y montados con 
Vectashield (Vector Laboratories). Las imágenes fueron tomadas en un microscopio Nikon 
(Eclipse E800) usando Spot advanced image software (versión 3.4.4). 
 
Ensayos  de acividad luciferasa 
 
 Para los ensayos de actividad luciferasa los NPs se sembraron con una densidad de 1x105 
células/pocillo en placas p24 y fueron cultivadas durante un total de 5 días antes de ser 
transfectadas. 24h antes de la transfección se sustituye el medio de cultivo por medio fresco. Las 
células en cada pocillo se co-transfectaron, como se indica anteriormente, añadiendo un volumen 
final de mezcla de transfección de 0.1ml y conteniendo: 0.6 ?g de plásmido GFAP-Luciferasa 
(luciferasa de luciérnaga expresada bajo el promotor de GFAP) y 0.2 ?g de plásmido TK-Renilla 
(Renilla luciferasa expresada bajo el promotor de la timidina quinasa). Tras 24 horas de 
incubación, se retiró el medio y las células fueron lisadas durante 15 minutos en agitación con un 
tampón comercial de lisis (Passive Lysis Buffer, Promega). A continuación, en una placa de 96 
pocillos, se mezclaron ????????????????????????? ???????? del sustrato de la luciferasa (LAR II, 
Luciferasa Assay Reagent de Promega) y se procedió a medir la actividad luciferasa. Finalmente, 
????????????????? de Stop & Glo ® Reagent (Promega) que detiene la reacción de la luciferasa y 
contiene el sustrato para la Renilla luciferasa, tomándose una nueva medida de la actividad 
luciferasa. Las actividadades se midieron en un luminómetro Wallac 1420 VICTOR utilizando el 
sistema Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) y siguiendo las instrucciones del 
manual técnico. Los valores obtenidos se expresan como actividad luciferasa relativa: 
Luciferasa/Renilla.  
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Ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina 
 
 La técnica de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) se usa para la identificación de 
interacciones in vivo entre factores transcripcionales y sus lugares específicos de unión en la 
cromatina mediante inmunoprecipitación de los complejos DNA-proteína y la posterior 
caracterización de las secuencias asociadas al factor de interés (Esquema 1). 
 
 
                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 1. Esquema de inmunoprecipitación de cromatina. 
 
 Los NPs fueron tratados con NRG1 o en su defecto con BSA al 0.1% durante 6h en 
condiciones de cultivo. A continuación, fueron fijados con paraformaldehído al 1% durante 10 
minutos a 37ºC en suave agitación. Posteriormente se procedió al lisado y sonicación de las 
muestras hasta conseguir un tamaño medio de fragmentos de ADN entre los 200 y los 1500 pb 
(Sonicador S4000, Misonix). La cromatina sonicada se incubó con los antisueros 
correspondientes contra ErbB4 y PARP1, así como con IgG de conejo como anticuerpo no 
reactivo. Una alícuota de la cromatina sin inmunoprecipitar se utilizó como indicador del 
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material de partida (input). El ensayo se llevó a cabo con el Kit comercial de Upstate de acuerdo 
con las recomendaciones del distribuidor. Tras la elución, las muestras fueron tratadas con 1µl de 
RNasa A 10 µg/ml (Sigma) durante una hora a 37ºC y con proteinasa K 25 ?g/ml (Roche) 
durante dos horas a 37ºC. Tras purificar el DNA de cada una de las muestras (QIAquick PCR 
purification kit, Qiagen) se caracterizó la naturaleza de los fragmentos de ADN presentes en el 
eluído mediante PCR semicuantitativa con oligonucleótidos específicos (Tabla 2). 
 
Análisis estadístico 
 
 En los ensayos de diferenciación celular de los NPs, más de 300 células por condición 
fueron clasificadas como neuronas y astrocitos en un total de tres experimentos independientes. 
La cuantificación de la transcripción de GFAP fue analizada estadísticamente mediante  t de 
Student con el software SPSS 14.0. 
 
Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios empleados en este trabajo. 
 
Anticuerpo Compañía 
ErbB4 Santa Cruz 
ErbB4-agarosa Santa Cruz 
PARP1 Cell Signaling 
N-CoR Upstate-Millipore 
TAB2 Santa Cruz 
4G10 Upstate-Millipore 
Nestin Chemicon-Millipore 
GFAP Chemicon-Millipore 
ßIII-Tubulina Ab Cam 
GADPH Santa Cruz 
IgG Santa Cruz 
Kif23 Santa Cruz 
CBF1 Cell Signaling 
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Gen Zona Oligonucleótido 
GFAP Promotor Directo  GACTAAGCTGTTTCCTCGGC 
  Reverso CAAGGTCACTGTACCCAGAG 
 
 
 
Tabla 2. Lista de oligonucleótidos empleados en este trabajo. 
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R ESU L T A D OS 
 
Puesta a punto de cultivos Precursores Neuronales: Análisis del carácter multipotente. 
 
Los NPs son aislados de cerebros de embriones y pueden ser mantenidos en cultivo en su 
forma indiferenciada o bien ser inducidos a adoptar un destino neuronal o astrocítico. Dicha 
diferenciación celular se estimula in vitro mediante la adición exógena de moléculas 
señalizadoras extracelulares tales como el Factor Neurotrófico Ciliar (CNTF) que promueve la 
diferenciación celular a astrocitos o el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) que 
induce el destino neuronal. 
 
Para comprobar su carácter multipotente, los NPs aislados de telencéfalo de rata 
procedentes de embriones de 14 dias (E14) fueron sometidos a tratamiento con CNTF por un 
periodo de 5 días según se detalla en  (7). A continuación se cuantificó el porcentaje de astrocitos 
frente al número total de células. Esta distinción se realizó mediante ensayos de inmuno-
citoquímica empleando un antisuero específico contra la proteína fibrilar acídica glial (GFAP) 
como marcador de astrocitos.  
 
En cultivos paralelos, las células fueron tratadas con PDGF durante el mismo periodo e 
igualmente se cuantificó el número de precursores que habían diferenciado a neuronas frente a la 
población total celular mediante tinción inmuno-citoquímica. Dicha cuantificación se realizó en 
base a la detección específica de neuronas con un antisuero purificado contra la isoforma ?III de 
la proteína ?-tubulina (Figura 1).  
 
Como control del número total, para ambos ensayos, e independientemente del estado de 
diferenciación, todos los tipos celulares se tiñeron con el marcador nuclear Hoechst 33342 para 
calcular la abundancia relativa de cada tipo celular sobre el total de viables. A partir de aquí en 
ambos casos se determinaron la poblaciones celulares obtenidas y se representan como 
porcentajes del total. 
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Figura   1.  Multipotencia   de   los  NPs.   Inmunocitoquímica   de  NPs  E14   crecidos   durante   cinco  
días  in vitro y  tratados  con  CNTF  1ng/ml  o  PDGF  10ng/ml  durante  48h.  Anticuerpos  específicos  
contra   GFAP   (canal   rojo)   y   ?III-Tubulina   (canal   verde)   fueron   utilizados   para   cuantificar   el  
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número  de  astrocitos  y  neuronas,  respectivamente.  Para  cuantificar  el  número  total  de  células,  los  
núcleos  fueron  teñidos  con  Hoechst  33342  (canal  azul).  
 
Los resultados mostrados en la Figura 1 revelan la naturaleza indiferenciada de los NPs 
dado que sin la adición de ningún factor exógeno no se produce diferenciación residual, mientras 
que solo la adición de los distintos compuestos exógenos son capaces de dirigir la diferenciación 
de células que son ?III-Tubulina (potencialmente neuronas) o GFAP-positivas (potencialmente 
astrocitos). Por todo ello consideramos que los cultivos de NPs son un buen modelo celular para 
el estudio de la vía de señalización de NRG1-ErbB4 en desarrollo y destino celular, objetivo 
principal de la Tesis Doctoral que aquí se presenta.   
 
Dinámica intracelular del receptor E rbB4 tras estimulación con NR G1 en NPs 
 
Tras comprobar la naturaleza indiferenciada de los NPs continuamos estudiando la vía de 
señalización de NRG1-ErbB4 en desarrollo y destino celular. Resultados del laboratorio del Dr. 
Corfas demostraron la expresión del receptor ErbB4 en dichos cultivos primarios obtenidos de 
cortezas cerebrales de embriones de rata E14. Estos NPs sólo expresan la isoforma JM-a del 
receptor ErbB4, activable por NRG1 (20). 
 
Para comprobar que en precursores neuronales, el receptor endógeno ErbB4 interacciona 
con NRG1 y es capaz de autofosforilarse, se realizó un ensayo de inmunoprecipitación con 
anticuerpos contra ErbB4 en NPs tratados con o sin NRG1 (1nM) durante 5 minutos. Como se 
observa en la figura 2A, el tratamiento con NRG1 provoca la fosforilación del ErbB4 en los NPs. 
Así mismo se confirmó que dicho tratamiento promovía la liberación del dominio intracelular de 
80KD de ErbB4 en NPs. (Figura 2B). 
 
Ensayos de doble hibrido realizados en el laboratorio del Prof. Corfas sugerían que el 
dominio citoplasmático de ErbB4 formaba, tras su liberación, un complejo con TAB2 y N-CoR. 
Por tanto, para comprobar la existencia del complejo ErbB4-TAB2-N-CoR y poder así investigar 
otros componentes potenciales del mismo, se realizó un ensayo de inmunoprecipitación con el 
antisuero contra ErbB4 tras el tratamiento con NRG1 (1nM durante 30 minutos). Nuestros 
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resultados claramente confirman la presencia de las proteínas endógenas TAB2 y N-CoR 
(inmuno-detectadas mediante anticuerpos comerciales específicos) asociadas al receptor ErbB4 
tras el tratamiento con NRG1 (Figura 2C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F igura 2. Dinámica intracelular del receptor E rbB4 en NPs inducidos con NR G1. (A) 
Inmunoprecipitación mediante el anticuerpo contra ErbB4 en cultivos primarios de precursores 
tratados con (+) o sin (-) NRG1. Western blot con anticuerpos específicos contra fosfotirosina (P-
Y) y contra ErbB4. (B) Procesamiento de ErbB4. Los NPs fueron tratados con NRG1 (+) o con 
su vehículo (DMSO) (-) y las fracciones citoplasmáticas fueron sometidas a Western blot con 
anticuerpos específicos contra ErbB4. GADPH fue usado como control citosólico de carga. 
E4ICD: Dominio intracelular de ErbB4. (C) Interacción de ErbB4 con TAB2 y N-CoR. 
Inmunoprecipitación mediante el anticuerpo contra ErbB4 en cultivos primarios de NPs tratados 
con NRG1 (+) o con su vehículo (-). Western blot con anticuerpos específicos contra TAB2 y N-
CoR. 
 
Identificación de los componentes proteicos asociados a  E4I C D 
 
 Con el estudio de la dinámica intracelular del receptor ErbB4 en NPs hemos establecido 
las herramientas de trabajo necesarias para poder abordar uno de los objetivos de este proyecto: 
analizar el complejo multiproteico asociado a E4ICD identificando con ello nuevas proteínas 
vinculadas a la ruta de señalización NRG1-ErbB4. Para ello utilizamos como herramienta las 
fusiones del dominio carboxilo terminal del receptor ErB4 con un epítopo de la proteína LexA en 
un vector de expresión: LexA-E4ICD wt . Asimismo, utilizamos fisiones del dominio carboxilo 
terminal del receptor ErbB4 mutado puntualmente con un epitopo de la proteina LexA en un 
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vector de expresion: LexA-E4ICD kd (abreviatura del ingles, kinase dead) de manera que el 
dominio kinasa de dicha fusion no es funcional, es incapaz de autofosforilarse (93). 
 
 Inmunoprecitar suficiente cantidad de complejos multiproteicos a partir de NPs, para su 
posterior análisis por espectrometría de masas, es técnicamente complicado y extremadamente 
costoso usando exclusivamente las células primarias. Por ello, para la identificación de las 
proteínas asociadas a E4ICD mediante inmunoprecipitación recurrimos a un sistema heterólogo, 
las células 293T que habían sido previamente transfectadas con la proteína de fusión LexA-
E4ICD wt.   
 
 
F igura 3. Inmunoprecipitación mediante distintos anticuerpos (E rbB4 de cone jo (Rb), 
E rbB4 de cabra (g) y LexA de cone jo(Rb)) de células 293T transfectadas con la proteína de 
fusión LexA-E4I C D wt. Western blot con anticuerpo específico contra ErbB4 
 
 Para la puesta a punto del sistema se utilizaron varios anticuerpos comerciales específicos 
contra la proteína ErbB4 con el fin de obtener el mejor resultado de la inmunoprecipitación 
(Figura 3). Como se observa en la figura 3 el anticuerpo que dio mejores resultados fue ErbB4 de 
cabra conjugado con bolitas de agarosa (AG) de Santa Cruz (ErbB4 AG). Posteriormente, los 
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extractos de imnunoprecipitación se separaron electroforeticamente en un gel y se tiñeron con el 
colorante Coomassie Blue R-250 para poder visualizar las bandas de las proteínas co-
precipitadas con el anticuerpo específico contra ErbB4. Para el procesamiento del gel y 
purificación de los péptidos, se procedió a dividir el gel en sectores según peso molecular para 
facilitar su procesamiento y posterior análisis (Figura 4). Los experimentos se realizaron por 
triplicado y en todos ellos se analizó el porcentaje de cobertura de la secuencia de ErbB4 como 
control de la inmunoprecipitación (Figura 5A). Así mismo, en todos los experimentos se usaron 
en paralelo controles con IgG genérica  para evitar uniones inespecíficas. Las muestras fueron 
analizadas finalmente mediante espectrometría de masas por el servicio de proteómica del 
?????????????????????????????.  
 
 
 
F igura 4. Separación de las proteínas en gel de agarosa.  SDS-PAGE teñido con Coomassie 
R-250 y esquema de la  separación por sectores del gel de agarosa.  
 
Los resultados obtenidos sugieren que el dominio intracelular de ErbB4 se asocia a la 
proteína a la proteina MKLP1 (Figura 5B) tambien conocida como Kif 23, kinesina motora que 
actúa en la interzona del huso mitótico, entre otras localizaciones (con un porcentaje de cobertura 
de la secuencia del 21%); a la proteína nuclear PARP1 (Figura 5C) con un porcentaje de 
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cobertura de la secuencia del 36%) y a RACGAP1, con un porcentaje de cobertura de la 
secuencia de un 20% (Figura 5D). En la figura 5E se muestra el control de la 
inmunoprecipitación. Asímismo, las proteínas detectadas que fueron sometidas a un estudio 
posterior no se encontraron en la inmunoprecipitación paralela con IgG genérico, el cual hemos 
usado como control para evitar uniones inespecíficas. 
 
A 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
ErbB4 
Kif23 
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F igura 5. Caracter ización de proteínas asociadas a E rbB4 mediante espectroscopía de 
masas. En rojo aparecen los péptidos que coinciden con la secuencia aminoacídica de (A) ErbB4 
con un 34% de cobertura de su secuencia; (B) Kif23 con un 21% de cobertura de su secuencia; 
(C) Parp1 con un 36% de cobertura de su secuencia y (D) RACGAP1  con un 20% de cobertura 
de su secuencia peptídica y (E) Inmunoprecipitación mediante IgG y ErbB4 de células  
transfectadas con Lex E4ICD wt IN (Input) FT (flow thrugh). Western blot con anticuerpo 
especifíco para ErbB4. 
Parp1 
RACGAP1 
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 A partir de aquí nos proponemos dos vías de análisis que podrían ser independientes, 
primera, analizar la interacción de ErbB4 con la proteína motora Kif23. En este caso una 
proteína mayoritariamente citoplasmica; y en segundo lugar analizar la asociación del fragmento 
de ErbB4, con la proteína  PARP1, en este caso una proteína mayoritariamente nuclear. En 
ambos casos con suficientes funciones conocidas pero en compartimentos celulares diferentes. 
 
K if 23 inmuno-precipita con E4I C D 
 
Para verificar la unión especifica de Kif23 al dominio E4ICD realizamos varios ensayos 
de inmunoprecipitación con el anticuerpo específico contra ErbB4 AG y con IgG AG como 
control en células 293 transfectadas con la proteína de fusión LexA E4ICD wt,  mediante 
lipofectamina-2000. Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis de SDS-PAGE y 
posterior Western blot. Como se demuestra en la figura 6  la proteína Kif23, con un peso 
molecular de 110kD, tan solo precipita en presencia del anticuerpo ErbB4 no siendo así en el 
caso de la inmunoprecipitación con IgG AG (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F igura 6. Asociación de K if23 al E4I C D en células 293. Inmunoprecipitación mediante los 
anticuerpos ErbB4 AG e IgG AG  en células 293 transfectadas con la proteínas de fusión LexA-
E4ICD wt. Western blot con anticuerpos específicos contra Kif23. 
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Posteriormente realizamos otro ensayo en el que la inmunoprecipitación mediante ErbB4 
se realizó en células transfectadas mediante lipofectamina-2000. En este caso usamos las 
proteínas de fusión LexA E4ICD wt y LexA E4ICD kd. Las muestras fueron analizadas 
mediante electroforesis de SDS-PAGE y posterior Western blot. Aunque ambas proteínas de 
fusión son inmuno-detectadas, tan solo la forma wt es fosforilable (Datos no mostrados). Como 
se puede observar  en la Figura 7, Kif23 co-precipita tanto en muestras expresando LexA-E4ICD 
wt cómo en kd, sugiriendo que la unión no precisa de la actividad tirosina quinasa para la 
interacción de Kif23 y el receptor en su dominio intracelular. No podemos descartar la existencia 
de otras proteínas en la línea celular 293 capaces de fosforilar E4ICD en trans, promoviendo así 
su unión a la proteína Kif23. 
 
 
F igura 7. Asociación de K if23 al E4I C D. Inmunoprecipitación mediante ErbB4 de células 293 
transfectadas con las proteínas de fusión LexA-E4ICD wt (WT) y LexA-E4ICD kd (KD). 
Western blot con anticuerpos específicos contra Kif23. 
 
Para comprobar dicha unión realizamos otro ensayo de inmunoprecipitación, en este caso 
con el anticuerpo específico contra Kif23, el cual  conjugamos  con bolitas de agarosa (Figura 8). 
Las células 293 fueron transfectadas con las proteínas de fusión LexA E4ICD wt y LexA E4ICD 
kd. Las muestras fueron separadas electroforeticamante y analizadas mediante Western blot. 
Como muestran  los datos de la figura 8, ErbB4  inmunoprecipita en presencia de Kif23 tanto en 
células transfectadas con la construcción LexA E4ICD wt como en las transfectadas con la 
construcción LexAE4ICD kd. Estos datos confirman la unión de ErbB4 a kif23.  
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F igura 8. Asociación de K if23 al E4I C D. Inmunoprecipitación mediante los anticuerpos 
específicos contra IgG AG y contra Kif23 conjugado con bolitas de agarosa en células 293  
transfectadas con las proteínas de fusión LexA-E4ICD wt (WT) y LexA-E4ICD kd (KD). 
Western blot con anticuerpo especifico contra ErbB4.  
 
Asociación de K if23 al E4I C D en NPs 
 
 Como los experimentos anteriores se realizaron en un sistema heterólogo usando las 
células HEK 293, decidimos comprobar que en precursores neuronales se producía la misma 
unión de Kif23 al receptor. Se procedió a la realización del mismo ensayo de 
inmunoprecipitación en este tipo celular. Se observa que Kif23 coprecipita con el receptor ErbB4 
en neuroprecursores.  
 
 
 
 
 
 
 
F igura 9. Asociación de K if23 a E rbB4. Inmunoprecipitación mediante ErbB4 en NPs. 
Western blot mediante anticuerpos específicos contra ErbB4 y Kif23.  
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Caracter ización de la expresion de K if 23. Co expresión de K if23 y ?I I I-Tubulina en 
cultivos neuronales y en secciones corticales.  
 
Kif23 es de proteína motora de la familia de las kinesinas, actúa como una enzima motora 
del extremo positivo de los microtúbulos.  
 
 
 
F igura 10. Co-Expresión de K if23 y de ?I I I-Tubulina  en la corteza de embriones de ratón 
de 13 días. A) Expresión de Kif23 en la zona ventricular B) Visión de la zona ventricular 
seccionada C y D) Detalle de la zona apical del ventrículo. Inmunofluorescencia con anticuerpos 
específicos contra Kif 23 (C) y ?III-Tubulina (D).  
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Para poder estudiar el papel de Kif23 en desarrollo de corteza, comenzamos por describir 
su expresión en secciones de corteza de embriones de 13 días y posteriormente en cultivos. En 
primer lugar, realizamos varios ensayos de inmuno-fluorescencia en los que se aislaron los 
cerebros de ratones de 13 días de desarrollo embrionario, fueron embebidos en OCT y cortados 
en el criostato. Las secciones fueron sometidas a inmuno-histoquímica con anticuerpos 
específicos contra Kif23 y contra ?III-Tubulina. Los resultados mostrados en la figura 10 indican 
la presencia de Kif 23 en los territorios neurogénicos con una mayor intensidad de tinción en la 
región ventricular y en la capa más externa. El análisis en detalle de estas capas externas 
demuestra una imagen de células Kif23-positivas bastante análogas a las células ?III-Tubulina-
positivas, es decir, precursores del linaje neuronal (Figura 10). 
 
Para comprobar su expresión en neuronas realizamos, en segundo lugar, cultivos de 
corteza de embriones E17 durante 4 días periodo tras el cual fueron fijadas para 
immunocitoquímica con antisuero específico contra Kif23 y contra ?III-Tubulina (Figura 11). 
Los resultados muestran la presencia de kif23 en las neuronas con una localización 
citoplasmática (Figura 11B). 
 
 
 
F igura 11. Immuno-citoquímica de cultivos de corteza neuronal de embriones E17. A) 
Superposición de canales. B) Antisuero específico contra Kif23 (canal rojo), C) Antisuero 
específico contra ?III-Tubulina (canal verde).  
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PA RP1 inmuno-precipita con E4I C D 
 
Como indicamos anteriomente el segundo tipo de interacción que pudimos detectar es 
con la proteína  nuclear PARP1. 
 
Para verificar la unión especifica de PARP1 al dominio E4ICD realizamos varios ensayos 
de inmunoprecipitación con el anticuerpo específico contra ErbB4 (y con IgG genérico como 
control) en células 293 transfectadas mediante lipofectamina-2000 con la proteína de fusión 
LexA E4ICD wt. Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis y posterior Western 
blot. Como se demuestra en la figura 12A, la proteína Parp1 inmunoprecipita en presencia del 
anticuerpo ErbB4 no siendo así en el caso de IgG. 
 
Para comprobar dicha unión realizamos otro ensayo de inmunoprecipitación con el 
anticuerpo especifico contra Parp1, el cual  conjugamos  con bolitas de agarosa. Las células 293 
fueron transfectadas con la proteína de fusión LexA-E4ICD wt. Las muestras fueron analizadas 
mediante electroforesis y posterior Western blot. Como se demuestra en la figura 12B  la 
proteína ErbB4 tan solo precipita en presencia del anticuerpo Parp1 no siendo así en el caso de 
IgG.      A                                                               B 
  
 
 
F igura 12. Asociación de PA RP1 al E4I C D. A) Inmunoprecipitación mediante ErbB4 y IgG de 
células 293 transfectadas con las proteínas de fusión LexA-E4ICD wt. Western blot con 
anticuerpos específicos contra ErbB4 y Parp1. B) Inmunoprecipitación mediante Parp1 y IgG de 
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células 293 transfectadas con las proteínas de fusión LexA-E4ICD wt. Western blot con 
anticuerpos especifícos contra Parp1 y ErbB4. 
 
Para comprobar si la interacción era dependiente de la posible actividad kinasa, 
realizamos otro ensayo de inmunoprecipitación mediante ErbB4 . Este se realizó en células 
transfectadas mediante lipofectamina-2000 en este caso con las proteínas de fusión LexA E4ICD 
wt y LexA E4ICD kd , así como en células sin transfectar (NT). Aunque ambas proteínas de 
fusión son inmuno-detectadas, tan solo la forma wt es fosforilable (Figura 13). Las muestras 
fueron analizadas mediante electroforesis y posterior Western blot. Los datos indican que, 
PARP1 co-precipita tanto en muestras expresando LexA-E4ICD wt cómo en la variante mutada, 
kd, sugiriendo que dominio quinasa ????????? ?? ??? ??? ?????????? para la unión de PARP1 al 
receptor en su forma intracelular. Si bien, no podemos descartar la existencia de otras proteínas 
en la línea celular 293 capaces de fosforilar E4ICD en trans, promoviendo así su unión a la 
proteína nuclear PARP1.  
 
 
 
 
 
 
F igura 13. Asociación de PA RP1 al E4I C D . Inmunoprecipitación mediante ErbB4 de células 
293 sin transfectar (NT) o bien transfectadas con las proteínas de fusión LexA-E4ICD wt (WT) y 
LexA-E4ICD kd (KD). Western blot con anticuerpos específicos contra ErbB4, P-Y y Parp1. 
 
Asociación de PA RP1 al E4I C D en NPs 
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 Considerando que el sistema anterior es heterólogo ya que se usan proteínas transfectadas 
y las células HEK293, decidimos comprobar que en precursores neuronales se producía la misma 
unión de PARP1 al receptor endógeno. Se procedió por tanto a la realización del mismo ensayo 
de inmunoprecipitación en este tipo celular.  
 
 A partir de las electroforesis y posterior Western Blot, se puede observa que PARP1 
coprecipita con el receptor ErbB4 en neuroprecursores tan solo en presencia de NRG1 (Figura 
14). Esto sugeriría fuertemente que es necesaria la activación del receptor y probablemente la 
formación del dominio intracelular del mismo para que exista una interacción entre el E4ICD y 
PARP1 en NPs. 
 
 
 
 
F igura 14. Asociación de PA RP1 al E4I C D en NPs. Inmunoprecipitación mediante ErbB4 en 
NPs tratados con NRG1 o con su vehículo. Western blot mediante anticuerpos específicos contra 
PARP1. 
 
PA RP1 se asocia al promotor de G F AP tras estimulación con NR G1 
 
La astrogénesis ocurre de manera precoz en ratones que han sufrido una delección del 
gen ErbB4. Así mismo, resultados previos del laboratorio sugieren que la vía de  NRG1-ErbB4 
promueve la represión de genes gliales. Dado que no existe en la secuencia del E4ICD un 
dominio de unión a ADN pensamos que dicha unión se podia deber a la asociación de Parp1 que 
por el contrario es capaz de unirse al ADN . 
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Mas aún, dado que PARP1 es conocido como una proteína de interacción con el ADN en 
procesos de reparación del  material genético y también ha sido descrita su participación como 
co-activador/represor transcripcional, nos propusimos estudiar su papel en la represión que ejerce 
ErbB4 sobre la expresión de los genes de diferenciacion glial. 
 
Para ensayar la posible asociación  de PARP1 con el promotor de G FAP realizamos un 
ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina con antisuero específico para el reconocimiento 
de ErbB4 asi como para el de PARP1. Tras dicha inmunoprecipitación, la presencia de la 
secuencia promotora de G FAP fue investigada mediante PCR con cebadores específicos (Figura 
15).  
  
 Nuestros resultados indican que la estimulación de NPs con NRG1 resulta en una eficiente 
inmunoprecipitacion de la secuencia promotora de G FAP con anti-ErbB4 (Figura 15).  La 
inmunoprecipitación con anti-PARP1 generaba el mismo resultado que con anti-ErbB4 
sugiriendo que ambas proteínas interaccionan entre ellas y con el promotor G FAP para promover 
su represión (Figura 15). A partir de aquí nos propusimos estudiar la naturaleza del complejo y 
su asociación al ADN para dilucidar si en efecto, como sugieren los resultados, la unión del 
complejo al material genético se realiza a través de PARP1 o si existen otros elementos del 
complejo necesarios para la unión. 
 
 
 
 
 
 
  
Figura   15.   Asociación   de   ErbB4   y   PARP1   a   la   secuencia   promotora   de  GFAP.  Los  NPs  
fueron  tratados  con  (+)  o  sin  (-­)  NRG1  durante  6  horas  y  sometidos  a  inmuno-­precipitación  de  
cromatina  con  antisueros  contra  ErbB4  y  PARP1.  El  Input  recoge  los  datos  de  amplificación  del  
Promotor    G FAP previo  a  la  inmuno-­  precipitación. 
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PA RP1 es necesario para la actividad represora de E4I C D sobre G F AP 
 
 Para detallar un poco más la naturaleza y la funcionalidad del complejo nos propusimos 
estudiar el papel de esta interacción en la represión que el E4ICD genera sobre la expresión de 
G FAP y conocer un poco mas como actúan a nivel del ADN. Realizamos para ello un ensayo de 
activacion del promotor G FAP en el que medimos la inducción del G FAP mediante actividad 
luciferasa. Las células fueron cultivadas y co-transfectadas con construcciones plasmídicas 
donde la luciferasa es expresada bajo el control del promotor del G FAP (PG FAP) y donde, la 
proteína control Renilla es expresada a su vez desde el promotor de la timidina quinasa (tk). A 
continuación, las células se trataron con CNTF, NRG1 y con 3-ABA (inhibidor de PARP1).  
 
Como ya hemos mencionado, mientras que el CNTF induce la transcripción de G FAP, la 
NRG1 interviene en su represión. Los datos indican primero que CNTF genera una activación 
transcripcional que es en parte inhibida por la activación de NRG1, y que cuando PARP1 es 
inactivada por su sustrato suicida 3-ABA, se pierde la actividad represora de E4ICD iniciada a 
un nivel superior por NRG1(Figura 16). El hecho de que PARP1 forme complejo con el E4ICD 
sugiere que la actividad de PARP1 es necesaria para la funcionalidad nuclear de ErbB4 a nivel 
de transcripción y que la unión al ADN se realiza muy probablemente a nivel de PARP 1 ya que 
su inactivación química bloquea  la represión que ejerce sobre la expresión de G FAP. 
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Figura  16.  El  inhibidor  de  PARP1,  3-­ABA,  bloquea  la  represión  ejercida  por  NRG1  en  la  
activación  del  promotor  GFAP  inducida  por  CNTF.  Los  NPs  fueron  co-­transfectados  con  los  
reporteros  GFAP-­luciferasa   y  TK-­Renilla.   Las   células   fueron   tratadas   sin   (-­)   o   con   (+)  NRG1  
1nM,  CNTF  1ng/ml  y  3-­ABA  0.1nM.  Tras  9  horas  de   incubación,   los  NPs   fueron   lisados  y   la  
actividad  luciferasa  medida  y  expresada  tal  y  como  se  indica  en  materiales  y  métodos.  *P<0.005.  
 
La represión de la transcr ipción mediada por NR G1-E rbB4 se realiza a través del sitio de 
unión de CSL en el promotor de G F AP. 
 
  La vía de Notch y la de ErbB4 son vías antagónicas que confluyen sobre el Promotor de 
G FAP induciendo o reprimiendo su actividad, promoviendo astrogénesis o neurogénesis 
respectivamente. En el caso de Notch, su NICD se une al promotor de G FAP por el sitio de 
unión de los factores de transcripción CSL que corresponde a las siglas del factor según la 
especie (CBF1 en el caso de mamíferos, Su de Drosophila y Lag-1 de Caenorhabditis elegans) 
(31). Para investigar el mecanismo mediante el cual la vía de señalización NRG1/ErbB4 
promueve la represión de G FAP recurrimos a una construcción de la que disponíamos en el 
laboratorio en la cual el gen de la  luciferasa está bajo el control del promotor de G FAP mutado 
en el sitio de unión de CSL (Figura 17). En dicha construcción existe una mutación en la que se 
sustituyen  dos cisteínas (C) del promotor original (wt) por dos adeninas (A) en lo que hemos 
denominado como Promotor G FAP mutante (mut). Esta zona del promotor es fundamental para 
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la unión de los factores de transcripción CSL y se ha comprobado que dicha mutación hace al 
promotor de G FAP menos sensible frente a la forma activa de Notch (29).  
 
 
 
 
 
F igura 17. Representación del promotor de G F AP (wt) y (mut) . Mutación del sitio de unión 
de CSL al Promotor de G FAP. La posición ?183 (5-TTCCCAGG-????????????????????????????-
TTAACAGG-3). 
 
Realizamos un ensayo en el que medimos la inducción del G FAP mediante actividad 
luciferasa. Las células fueron cultivadas y co-transfectadas con construcciones plasmídicas 
donde la luciferasa es expresada bajo el control del promotor del G FAP mutado (PG FAP mut) y el 
promotor sin mutación ( P PG FAP wt) y donde, la proteína control Renilla es expresada a su vez 
desde el promotor de la timidina quinasa (tk). Los valores obtenidos se expresan como actividad 
luciferasa relativa: Luciferasa/Renilla.  
 
 
 
Figura   18.   GFAP   mut,   impide   la   represión   ejercida   por   NRG1   en   la   activación   del  
promotor  GFAP   inducida   por   CNTF.   Los   NPs   fueron   co-­transfectados   con   los   reporteros  
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GFAP-­luciferasa  (wt  y  mut)  y  TK-­  Renilla.  Las  células  fueron  tratadas  sin  (-­)  o  con  (+)  NRG1  
1nM,  CNTF  1ng/ml.  Tras  9  horas  de  incubación,  los  NPs  fueron  lisados  y  la  actividad  luciferasa  
medida  y  expresada  tal  y  como  se  indica  en  materiales  y  métodos.  *P<0.005.  
  
A continuación, las células se trataron con CNTF (como inductor exógeno)  y NRG1, de 
la que sabemos que reprime la acción generada por CNTF . Como se observa en la figura 18 en 
la construcción mutada se reduce la represión de la transcripción en presencia de NRG1. Estos 
resultados sugieren que el sitio de unión de CSL tiene un papel importante en la represión de la 
transcripción mediada por la vía NRG1/ErbB4. Esta podría ocurrir mediante la unión del 
complejo E4ICD-PARP1 al promotor de G FAP a través del sitio de unión de CSL promoviendo 
así el bloqueo transcripcional de la proteína fibrilar acídica glial. 
 
 Las proteinas ortologas CBF1/Rbpj (mamiferos), Su (H) (Drosophila), y Lag-1 
(Caenorhabditis elegans) componen la familia de factores de transcripción CSL con una 
secuencia específica de unión al ADN. Para  comprobar si la union del complejo al PG FAP a 
través del sitio de CSL implicaba la unión física del factor de transcripción al complejo, 
realizamos un ensayo de inmuno-precipitación de la cromatina tanto con antisuero específico 
para el reconocimiento de CBF1 como para el de ErbB4 como control. Tras realizar la 
inmunoprecipitación como se describe en materiales y metodos, la presencia de la secuencia 
promotora de G FAP fue detectada mediante PCR con cebadores específicos (Figura 19).  
 
 
 
F igura 19. Asociación de E rbB4 y C B F1 a la secuencia promotora de G F AP. Los NPs 
fueron tratados con (+) o sin (-) NRG1 durante 6 horas y sometidos a inmuno-precipitación de 
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cromatina con antisueros contra ErbB4 y CBF1. El input recoge los datos de amplificación del 
PG FAP previo a la inmunoprecipitación. 
  
Como era esperable, la estimulación de NPs con NRG1 resulta en una eficiente 
inmunoprecipitación de la secuencia promotora de G FAP con anti-ErbB4 (Figura 19).  Las 
amplificaciones usando tanto material procedente de extractos no inmunoprecipitados (Input, 
figura 19) como material inmunoprecipitado con IgG de ratón no presentaron diferencias 
significativas. Sin embargo, merece la pena destacar como la inmunoprecipitación con anti-
CBF1 de GFAP se produce tanto en presencia como ausencia de NRG1, lo que indica la unión 
constitutiva al promotor 
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DISCUSION 
 
Los NPs son células indiferenciadas que pueden reprogramar su expresión génica para 
generar los distintos tipos de linajes neurales. Esta capacidad para responder ante estímulos 
externos hace de los NPs una excelente herramienta para realizar estudios de desarrollo, destino 
celular, búsqueda de nuevas drogas y tratamientos terapéuticos de desordenes neurológicos. A 
pesar de su enorme potencial, todavía es poco lo que se conoce sobre los mecanismos 
moleculares que seleccionan un destino celular concreto dentro de su multipotencia. Por todo 
esto, el propósito de esta Tesis es explorar los mecanismos que determinan la diferenciacion de 
los NPs a neuronas y astrocitos, concretamente los mecanismos mediante los que la ruta de 
senalizacion NRG1-ErbB4 gobierna la astrogenesis. La diferenciación secuencial de los NPs 
puede ser inducida in vitro indicando que la programación interna que determina el destino 
celular surge en respuesta a un estimulo externo. Nuestro laboratorio lleva años trabajando en la 
vía de señalización NRG1-ErbB4 como elemento fundamental en el desarrollo del cerebro. En el 
presente trabajo hemos utilizado NPs de cultivos primarios de telencéfalos de rata E14 para 
caracterizar la vía de señalización NRG1-ErbB4 durante el desarrollo embrionario. Este estudio 
demuestra como el receptor tirosina quinasa ErbB4, después de la unión del ligando, señaliza 
directamente al núcleo para regular la transcripción y asi modular la diferenciación celular de los 
NPs.  
Nuestros resultados sugieren que factores que inhiben la astrogénesis están presentes en 
estadíos tempranos del desarrollo del cerebro (frente a una posible formación tardía de los 
factores que inducen la astrogénesis). Durante los estadíos tempranos del desarrollo del cerebro, 
los NPs se exponen de manera simultánea a señales extracelulares que inducen la producción de 
neuronas y astrocitos siendo la neurogénesis favorecida mediante la señalización nuclear de 
ErbB4, que antagoniza las señales que promueven astrogénesis. Estos resultados se apoyan en 
dos observaciones: i) por un lado, aunque los NPs expresan ErbB2, este no es capaz de unir 
NRG1. Por tanto la señalización de NRG1 en NPs es exclusivamente dependiente de ErbB4 
(isoforma JM-a) (88); ii) en segundo lugar existen estudios que demuestran que en estadíos de 
desarrollo posteriores, la generación de astrocitos se ve favorecida por una notable reducción en 
los niveles de expresión de la proteína ErbB4 en los NPs (26). En conclusion, la ruta NRG1-
ErbB4 controla la represión astrocítica tanto por la especificidad del par ligando-receptor como 
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por el control temporal de la abundacia relativa del receptor ErbB4 en NPs. Dado este sistema de 
regulación secuencial, alteraciones en la generación temporal de los astrocitos pueden tener 
consecuencias sobre etapas subsiguientes del desarrollo del cerebro. En este sentido, se ha 
demostrado que ratones que han sufrido una delección del gen erbB4 tienen defectos en la 
migración neuronal tangencial (2, 25). Este tipo de migración se modula mediante señales 
producidas por astrocitos (66).  
 
Mecanismo de activación de ErbB4. Generación de E4ICD mediante Presenilina  
 
En los NPs, la NRG1 promueve la dimerización del receptor ErbB4. Esta dimerización 
estimula la fosforilación del receptor iniciando su activación. Una vez fosforilado, el receptor es 
suceptible de procesamiento proteolítico mediante un corte extracelular y otro intracelular que 
libera el dominio E4ICD al citoplasma. El corte de g-secretasa no es exclusivo de ErbB4, 
tambien corta la proteína precursora del beta-amiloide (APP) y al receptor Notch, liberando en 
ambos casos su dominio intracelular (AICD, NICD, respectivamente) que se translocan al núcleo 
para actuar como reguladores de la transcripción (Esquema 1). Dada esta multifunción de la 
presenilina/gamma secretasa en distintas rutas de señalización, se han observado efectos 
pleiotropicos en pacientes de Alzheimer (AD) (43) que presentaban altos niveles de ErbB4 no 
procesado alrededor de placas neuriticas (14).  
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Esquema 1. Vías de señalización dependientes de Presenilina 
 
 La perdida total de la actividad mediada por presenilina implica alteraciones en la 
memoria y disfunciones sinápticas asi como neurodegeneración sin la generacion de placas 
amiloides (94).  
 
Proteínas de unión a E4ICD 
 
I Unión del E4ICD a Kif23.  
 
De los datos de inmunoprecipitacion hemos obtenido tres proteinas: Parp1, RACGAP1 y 
Kif23. Kif23 es miembro de la familia de proteínas del tipo kinesinas. Es una proteína motora del 
extremo positivo. Se expresa en mitosis y está implicada en la formación del surco de división en 
anafase tardía y en citocinesis. Kif23 forma parte del complejo centralspindlin junto con 
RACGAP1 (69, 78). El complejo se agrupa en la zona media del huso para permitir la anafase en 
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las células en división. Asi mismo Kif23 está implicada en el crecimiento de las neuritas de 
neuronas post-mitóticas (121). 
 
 En la literatura la relacion Kif23-receptores ErbB se limita a una correlacion en los 
niveles de expresión de estas proteínas en ciertas células tumorales: en gliomas y en 
neuroblastomas (60, 86, 91, 105). 
 
Nuestros datos muestran una interacción específica de la proteina Kif23 con el dominio 
intracelular del receptor ErbB4. Mas aún, la presencia de Kif23 apararece mayoritariamente en 
neuronas en cultivo lo que sugiere su participación en la señalización nuclear. Sin embargo, 
sorprendentemente, esta interacción no depende de estimulación por NRG1 ya que la variante 
E4ICDkd genera igualmente inmunoprecipitación de Kif23. Este hecho pudiera deberse a que 
esta interacción, bien directa o facilitada por otra proteína aun no identificada, se da en un 
motivo de ErbB4 distinto al tirosina quinasa. Dada las graves consecuencias para el desarrollo 
cerebral que puede tener una señalización al núcleo ineficiente, este hecho podría estar 
relacionado con la necesidad de tener un complejo de movilizacion del E4ICD establecido antes 
incluso de la estimulacion por ligando. No obstante, no descartamos que el papel de Kif23 pueda 
ser tambien el de transportar el complejo al proteasoma, suponiendo por tanto un nivel adicional 
de regulacion post-traduccional. A favor de esta hipótesis estaría el hecho de haber localizado 
kif23 mayoritariamente en el citoplasma de NPs en corteza, si bien es cierto que estos pudieran 
estar al menos en parte participando en otros procesos independientemente de ErbB4 (i.e. 
citocinesis). Deberíamos de poder definir en el futuro estos interrogantes asi como la 
transcencencia de esta interacción dependiendo del momento del desarrollo: represión 
transcripcional astrocítica y divisiones de los precursores en el transcurso del desarrollo 
neuronal.  
 
II. Unión del E4ICD a RACGAP1 
La segunda proteína detectada en la IP inicial fue RACGAP1, proteína de la familia Rho-
GTPasa descrita en la literatura por su asociación con Kif23 entre otras proteínas mitóticas 
(116).  
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III. Unión del E4ICD a Parp1 y represión de genes astrocíticos. 
 
Formación del complejo ternario y translocación al núcleo 
 
El significado biológico de la interacción con el par TAB2/N-CoR es de momento 
incierto pero pudiera actuar imprimiendo una señal de localización nuclear a las proteínas con las 
que se asocia o bien participando de la actividad reguladora de la transcripción una vez que el 
dominio citosólico ha sido internalizado al núcleo. Aunque no se pueden descartar otras 
posibilidades junto a estas anteriores, al menos para el caso de E4ICD, parece claro que su 
localización nuclear no depende de la formación del complejo ternario aunque este sí que sea 
esencial para su actividad reguladora de la transcripción. Es posible que la secuencia reconocida 
por la gamma secretasa pudiera ser a su vez la tarjeta de identidad de la proteína para ser 
reconocida por TAB2/N-CoR. De ser así, la determinación de potenciales sustratos de la gamma 
secretasa podría dar luz a un considerable número de candidatos susceptibles de interacción con 
TAB2/N- CoR con posibles funciones reguladoras a nivel transcripcional. 
 
Una vez en el núcleo, el complejo E4ICD/TAB2/N-CoR funciona como represor de la 
ruta de diferenciación a astrocitos. Varios son los posibles efectos asociados con la señalización 
del E4ICD, tales como la represión del desarrollo astrocítico y procesos de neurodegeneración; 
lo que sugiere que pueda actuar controlando la expresión de un notable grupo de genes. Ante esta 
hipótesis, planteamos la posible existencia de otros factores que participasen como co-
reguladores y/o que confiriesen especificidad en la interacción del E4ICD con las regiones 
promotoras diana. Apoyando esta posibilidad, nuestros resultados revelan que PARP1, una 
proteína nuclear implicada en procesos de reparación de daños a nivel de ADN, se asocia al 
E4ICD. Aun siendo pronto para entender el significado biológico de esta interacción, hemos 
observado que su unión sucede en NPs tras la activación por NRG1 tal y como habíamos visto 
para la interacción con TAB2/N-CoR. Sin embargo y a diferencia de este último, la unión de 
PARP1 fue observada tanto en células 293 transfectadas con LexA-E4ICD wt como en células 
transfectadas con LexA-E4ICD kd indicando que la autofosforilación (activación) de ErbB4 no 
es necesaria para la unión de PARP1, aunque no podemos descartar una transfosforilación del 
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receptor mediante otras proteínas. Para valorar esta posibilidad y estudiar en mayor profundidad 
la naturaleza de la interacción entre estas proteínas actualmente estamos desarrollando mutantes 
puntuales independientes en cada una de las 19 tirosinas que el E4ICD posee. 
 
Finalmente, mediante ensayos de luciferasa e inmunoprecipitación de la cromatina hemos 
determinado que PARP1 es necesario para reprimir la diferenciación astrocítica de los NPs. Dado 
que PARP1 ha sido previamente descrita como una proteína de unión al ADN y que funciona 
como co-regulador transcripcional, no sería descabellado posicionar a PARP1 como 
determinante de especificidad de E4ICD por el promotor GFAP. Sin embargo, el hecho de haber 
detectado PARP1 ligado al promotor de GFAP solo cuando las células han sido estimuladas por 
NRG1 sugiere que el modelo que presentamos sea en realidad más complejo y otros factores 
sean necesarios para determinar la especificidad del control transcripcional de E4ICD sobre sus 
genes diana.  
 
Unión del complejo al DNA por el sitio de union de CSL. ErbB4 y Notch: vias antagonistas. 
 
Hemos observado como la mutación del promotor de GFAP en el sitio de unión de la 
familia de factores de de transcripción CSL (CBF1, supresor de Hairless, Lag-1) impide la 
represión ejercida por NRG1 en la activación del Promotor inducida por CNTF. Asi mismo, 
hemos observado como el factor CBF1, está de manera constitutiva unida al promotor con y sin 
tratamiento con NRG1. Nuestros resultados sugieren que la via de Notch y la de ErbB4 podrian 
entrar en un equilibrio a nivel del promotor de GFAP para regular el destino celular. Hemos de 
recordar que a traves de su dominio intracelular (NICD) Notch promueve la transcripcion de 
genes astrociticos de un modo muy similar a ErbB4. El ligando de Notch, Delta interacciona con 
el dominio extracelular del receptor liberando su dominio intracelular, NICD. La escisión 
extracelular es catalizada por TACE, mientras que la escisión intramembrane está mediada por 
un complejo que contiene miembros de la familia de presenilinas y nicastrinas. El fragmento 
NICD a continuación, entra en el núcleo donde interactúa con los miembros de la familia de 
factores de transcripción CSL (CBF1, supresor de Hairless, Lag-1). Esta acción inter-convierte 
las proteínas CSL de represores transcripcionales en activadores de la transcripción activando 
genes como por ejemplo los de la familia Hes (29) inhibidores de la neurogénesis y activando la 
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transcripción de genes gliales mediante la unión del complejo al sitio de unión de CSL del 
promotor de GFAP. Puede que exista por tanto un crosstalk de ambas vias a nivel de CSL y el 
balance E4ICD NICD determine qué genes van a ser transcritos y cuáles van  a ser reprimidos 
alternando asi neurogénesis y astrogénesis como si de un interruptor biológico se tratase.  
 
ErbB4 Y AD 
 
La señalización mediada por ErbB4 regula varios aspectos del desarrollo y la función 
neuronal más alla de la neurogénesis, incluyendo: morfología dendrítica (87), expresión de 
receptores de neurotransmisores (80), y supervivencia neuronal (53), los cuales han sido 
implicados en  la patologia de AD.  
 
Defectos en la señalización de ErbB4 podrían estar implicados en la aparición de AD ya 
que la expresión de GFAP y de S100b se incrementan en AD (72). Por lo tanto, defectos en la 
señalización dependiente de presenilina de ErbB4 podría dar lugar a una mayor expresión de 
genes astrocíticos, que a su vez podría contribuir a la enfermedad de AD al potenciar el proceso 
degenerativo iniciado por ?-amiloide. Por último, una intrigante posibilidad es que la 
señalización nuclear de ErbB4 también podría regular la diferenciación de los precursores 
neuronales de adultos y que defectos en esta vía podrían dar lugar a alteraciones en la 
neurogénesis adulta, lo que contribuiría a AD (24). 
 
En resumen, este estudio revela un mecanismo de señalización de un RTK, y proporciona 
información sobre los mecanismos que controlan la astrogénesis en el cerebro en desarrollo. 
Nuestros hallazgos sobre la señalización nuclear de ErbB4 pueden ser relevantes para otros RTK 
en los que la unión del ligando provoque la liberación del dominio extracelular como el de 
ErbB4. 
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C O N C L USI O N ES 
De la realización del presente trabajo de Tesis Doctoral se han deducido las siguientes 
conclusiones: 
1- Los NPs, gracias a su multipotencia, son una herramienta excelente para el estudio del 
destino celular. 
2- En estos cultivos hemos podido comprobar que El receptor ErbB4 tras unirse a su 
ligando NRG1, se autofosforila y sufre un corte proteolítico liberando su dominio 
intracelular , denominado E4ICD , que se une a las proteinas Tab2- N-CoR 
3- El dominio intracelular del recepetor de ErbB4 interacciona con PARP1 y con Kif23 en 
células HEK y en NPs. 
4- Kif23 se expresa en  precursores neuronales y en neuronas. 
5- El complejo formado por el E4ICD transloca al núcleo donde interacciona con la 
proteína nuclear PARP1 siendo parte del sistema de represión del gen glial G FAP.  
6- La represión transcripcional se realiza a través del dominio CSL del promotor de G FAP 
y E4ICD podría reclutar PARP1, y unirse a CBF1 como parte del sistema de represión. 
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